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論文の内容の要旨 
 坂本竜弘氏の博士学位論文は、Nestin 陽性細胞における Notch シグナルが骨髄内造血及び髄外造血
に与える影響を検討したものである。その要旨は以下のとおりである。 
 
（目的） 
著者は、神経幹細胞のマーカー分子 Nestin が神経幹細胞の分化及び神経組織の発生に重要なシグナ
ル伝達経路としての Notchシグナル系に関する先行研究を概観した上で、造血幹細胞を支持する骨髄造
血微小環境を構成する細胞の１つとしての Nestin 陽性細胞に着目し、骨髄内の Nestin 陽性細胞の分
化・発生に関してもNotchシグナルが重要な役割を果たしているのではないかとの仮説を立てた。著者
は、骨髄の Nestin 陽性細胞において Notch シグナル系に非常に重要な転写因子 Rbpj を選択的に欠失
させるモデルマウスを用いて、骨髄内 Nestin陽性細胞における Notchシグナルが造血に与える影響を
解明することを目的に、主に 3つの実験を行っている。  
 
（方法） 
CreERT2-loxPシステムを用いてタモキシフェン投与によってNestin陽性細胞特異的にRbpjを欠失
させたコンディショナルノックアウトマウス（cKO）を用いて解析を行っている。また、Nestin陽性細
胞の同定・解析のため Cre recombinase存在下で GFPを発現するように遺伝子改変したマウスの解析
も行っている。Nestinプロモーター下流にタモキシフェン依存性に CreERT2を発現する CreERT2を
挿入したNestin-CreERT2マウスと Rbpjの DNA結合部位で活性に寄与する第 6エクソンと第 7エク
ソンを loxP配列ではさみ Cre存在下で Rbpj第 6エクソンと第 7エクソンを欠失させる Rbpjflox/floxマ
ウスを交配させ、Nestin-CreERT2; Rbpjflox/floxマウス（cKOマウス）の作成を行っている。また、Nestin
発現細胞を可視化するために Cre存在下のみで GFPを発現する Z/EGマウスとNestin/CreERT2マウ
スを交配させ、Nestin発現細胞でタモキシフェン存在下に GFPを発現する Nestin-CreERT2;GFPマ
ウスの作成を行っている。さらに、このマウスを Rbpjflox/floxマウスと交配させ、Nestin-CreERT2; 
-２ 
GFP;Rbpjflox/floxマウス(cKO-GFPマウス)の作成を行っている。 
 Notchリガンドである Dll4の赤芽球における発現と造血幹細胞の維持を解析する目的で、Dll4flox/flox
マウスをMx-Creマウスと交配させMx-Cre; Dll4flox/floxマウスの作成を行っている。次に、cKOの表現
型が血液細胞に由来するものか造血支持細胞に由来するものか同定するために骨髄移植実験を行い、解
析を行っている。 
また分取した GFP陽性細胞について遺伝子発現の変化を解析するために RNAシークエンスを行って
いる。 
 
（結果） 
実験(1)： cKOマウスにおいて、骨髄における GFP陽性細胞は血管に隣接し、抗 Nestin抗体で標
識される細胞と一致した局在を呈した。GFP陽性細胞は CD45陰性 Ter119陰性 CD31陰性細胞（非血
液及び非血管内皮細胞）の 0.5%程度で cKOマウスでも保たれていた。各分画において Rbpjの欠失を
genomic DNAの PCRで確認し、GFP陽性細胞のみで Rbpjの欠失が認められた。cKOマウスでは対
照と比較して、血算及び骨髄での顆粒球系細胞分化に有意差を認めず、また、骨髄の造血幹細胞及び顆
粒球系前駆細胞分画にも有意差を認めなかった。骨髄では CD71陽性 Ter119陽性の成熟赤芽球分画は
減少し、その前段階である CD71陽性 Ter119陰性分画はやや増加していた。脾臓においては軽度脾腫
を認め、有核細胞数及び CD71陽性 Ter119陽性細胞が増加していた。これらの結果より、骨髄での赤
芽球分化障害と、それを代償する脾臓での赤芽球造血亢進が起こっているものと著者は推測した。しか
し、脾臓摘出した cKOマウスでは、骨髄の赤芽球の分化障害は消失していた。また、Mx-Cre;Dll4flox/flox
マウスでは脾腫、骨髄及び脾臓での赤芽球分画の割合に有意差がなかった。 
 実験(2)： 骨髄移植モデルにおいては cKOマウスに Rbpj wild typeマウスの骨髄を移植したマウス
でのみ上記表現型が再現され、Rbpj wild typeマウスに cKOマウスの骨髄細胞を移植したマウスでは
赤芽球の分化障害を認めなかった。 
 実験(3) RNAシークエンスではケモカイン関連の pathwayに発現変動を認め、Cxcl12を含むケモカ
インの発現変動がみられた。 
 
（考察） 
著者は cKOマウスでは骨髄で前赤芽球への分化が障害されていると考察している。また、脾臓では
脾腫と赤芽球の増加がみられたことより骨髄での赤芽球造血異常を脾臓で代償していると考察してい
る。一方、脾臓摘出により骨髄での赤芽球分化異常が消失し貧血も消失したことから、Nestin陽性細胞
の Notchシグナルは赤血球の分化だけでなく赤血球造血の場の選択に関与している可能性があると考
察している。 
 RNAシークエンスにおいてGFP陽性細胞でCXCL12を初めとしたケモカインを codeする遺伝子で
表現型と一致した発現変動を認めたことから、上記発現型の発生メカニズムに関しては GFP陽性細胞
の産生するケモカインが関与している可能性があると考察している。結論として、著者は骨髄中の
Nestin陽性細胞におけるNotchシグナルが赤血球の分化及び造血の場の選択に関与している可能性が
あり、そのメカニズムについてはさらなる研究が必要であるものの、CXCL12に代表されるケモカイン
が関与している可能性があると考察している。 
 
審査の結果の要旨 
（批評） 
骨髄微小環境を構成する Nestin 陽性細胞における Notch シグナル系が赤芽球系造血に影響を与
えることを証明した優れた論文である。Rbpj遺伝子のノックアウトによって Notchシグナルが働か
なくなっている点が未確認であるので、Rbpj遺伝子のノックアウトによって引き起こされる Notch
シグナルの変化を直接観測し、cKO マウスにおいて、脾摘後に表現型（骨髄における赤芽球系分化
障害）がキャンセルされるメカニズムの解明が更に進むことが期待される。 
平成 28 年 12 月 22 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明を
求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と判定し
た。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
